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Yerwendung zur quantitativen Glycerinbestimmung"

Prioritdt: 19,.4pril 1977, Japan, Nr. 44146/1977

Patentanspriche

1. Glycerinoxidase

2. Glycerinoxidierendes Fnzym, d adurch gekenn-
zeichnet, dass es Glycerin in Gegenwart von Sauer—
stoff unter Bildung von Wasserstoffperoxid und Glycerin-
aldehyd oxidiert.

3, Fnzym nach Anspruch 2, d adurch gekenn-
zeichnet, dass es durch Zichtung eines Mikro-
organismus der Gattungen Aspergillus oder Neurospora
hergesfellt worden ist.
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Enzym nach Anspruch 3, d adurch gekenn —
zedlchnet, dass als Mikroorganismus Aspergillus
Japonicus KY-45 (FERM-P Nr. 3959, NRRL 11102), Asper-
gillus oryzae EY-63 (NRRL 11103), Aspergillus parasiticus
KY-77 (NRRL 11104), Aspergillus flavus KY-98 (NRRL 11105),
Neurospora crassa KY-462 (FERM-P Nr. 3960, NERL 11106),
Neurospora sitophila EY-445 (NRHL 11264) oder Neurospora
tetrasperma KY-447 (NRRL 11265) verwendet worden ist.

Enzym nach Anspruch 2, dadurch gekenn -
zelchnet, dass es ein Molekulargewlicht von
mindestens 300 000 aufweist.

Enzym nach fnspruch 2, gekennzeichnet durch
ein Molekulargewicht von mindestens 300 000, ein Tempera-
turoptinua voz etwa 30 bis 50°C, Stabilitét in widgsrigen
Medien iz pZ-2a222ich von 5,0 bis 8,0 und Inaktivitdt in
wéssrigen Melisx nach 30-minilitiger Behandlung bei Tempexra—
turen von 50 bis 60°C.

Verfahren zur Herstellung von Glycorinoxidase gemdss
Anspruch 2, dadurch gekennzeichne t,
dass man einen Mikroorganismus der Gattungen ASpergillus
oder Neurospora, der zur Bildung dieses Enzyms fahig ist,
in einem Nghrmedium ziichtet und das Enzym aus der Kultur—
brithe isoliert. ' ’

Verfahren pach Anspruch 7, dadurch gekenn~
zedlchnet, dass das Nihrmedium 0,1 bis 5 g/d1
Glycerin enthilt.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn -
zelchnet, dass das Nihrmedium zu Beginn der Zichtung
einen pH-Wert von 6 bis 8 aufweist und die Ziichtung unter
Riihren 30 bis 72 Stunden hei Temperaturen von 20 bis 40°C
durchgefiihrt wird.

80gsuy {0308
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Vertahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Mikroorganismus Aspergillus
japonicus KY-45 (PERM-P Nr. 3959, NRRL 11102), Asper-
gillus oryzae KY-63 (NRRL 11103), Aspergillus parasiticus
KY-77 (NRRL 11104), Aspergillus flavus KY-98 (NRRL 11105),
Neurospora crassa KY-462 (FERM-P Xr. 3960, NRRL 11106),
Neurospora sitophila KY~445 (NRRL 41264) oder Neurospora
tetrasperma KY-447 (NRRL 11265) verwendet.

Verwendung von Glycerinoxidase nach Anspruch 2 zur
quantitativen Bestimmung von Glycerin in Lésung,
dadurch gek ennzeichne t, dass man das
Glycerin in Gegenwart von Sauverstoff mit Glycerinoxidase
umsetzt und die verbrauchte Sauerstoffmenge oder die
Menge an im wassrigen Medium durch die Einwirkung der
Glycerinoxicase gebildetem Wasserstoffperoxid oder
Glycerizalda»7d nmisst, wobei die jeweiligen Mengen ein
Mass fiir dis Slycerinkonzentration in der Losung sind.

Ausfiithrungsform nach Anspruch 11, dadurch
gekennzedichnet, dass man das gebildete
Wasserstoffperoxid quantitativ bestimmt, indem man es
in Gegenwart von Peroxidase mit 4-Aminoantipyrin und
Phenol unter Bildung eines Chinomiminpigments, das
quantitativ durch Messen der optischen Dichte der
Reaktionslésung bei 500 nm bestimnt wird, umsetzt.

Ausfithrungsform nach Anspruch 11, dadurch
gekennzeichnet, dass der gebildete Gly-

" cerinaldehyd mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin ungesetzt

wird und das gebildets 2,4-Dinitrophenylhydrazon colori-
metrisch quantitativ bestimmt wird.

Ausfiihrungsform nach Amspruch 11, d adurch
gekennzeichnet, dass die verbrauchte Sauver-
stoffmenge mittels einer Sauerstoffelektrode und einem
Warburgﬁnanometer bestimmt wird.

809844/0808
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Cage: 213-4

EKYOWA HAKXO XKOGYO CO., LTD.
Tokyo, Japan

"Glycerinoxidase, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre
Verwendung zu- cuentitativen Glycerinbestimmung®

Die Erfindung betrifft den in den Anspriichen gekennzeichneten

' Gegenstand.

Das erfindungsgeméisse Glycerin oxidierende Enzym wird als
"Glycerinoxidase™ bezeichnet. Aufgrund zahlreicher enzyma-
tischer Untersuchungen unter Verwendung von verschiedenen
Mikroorganismen der Gattungen Aspergillus und Neurospora
wurde erfindungsgemiéiss festgestellt, dass in der Kulturbriihe
von Mikroorganismen, wle Aspergillus Japonicus KY-45 und
Neurospora crassa KY-462, ein Enzym zu finden ist, das
selektiv Glycerin oxdidiert.

Obgleich fiir ein derartiges Enzym bisher ein Bediirfnis
bestanden hat, stand es bisher nicht zur Verfiigung.

80984470808
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Das erfindungsgemiisse Enzym weist folgende enzymologischen
und physiko-chemischen Eigenschaften auf:

£1) Wirkung :
Die erfindungsgemdsse Glycerinoxidase oxidiert Glycerin
unter Verdbrauch von Sauerstoff und unter Bildung von
Wasserstoffperoxid und Glycerinaldehyd.

(2) Substratspezifitit
Das erfindungsgemdsse Fazym reagiert spezifisch mit
Glycerin.

(3) pH~Optimum und stabiler pH-Bereich

(3.1) pH-Ootimum
Durch iikroorganismen der Gattung
Aspergillus gebildete Glycerinoxidase
(nacxstehend als "Enzym der Gattung
Aspergillus" bezeichnet) pH-Wert 7 bis 8

Glycerinoxidase, gebildet durch

Mikroorganismen der Gattung

Neurospora (nachstehend als "Enzym

der Gattung Neurospora" bezeichnet) pH-Bereich 8,0

bis 8,5
(3.2) Stabiler pH-Bereich
Fozym der Gattung Aspergillus pH-Bereich 5,0
bis 8,0
Enzym der Gattung Neurospora . pH-Wert 5,0
bis 8,0

(4) Verfahren zur Bestimmung der Enzymaktivitidt
Die Enzymaktivitdat wird in Einheiten angegeben. Unter
“1 Finheit" ist die Enzymaktivitdt zu verstehen, die
1 n Mol Glycerin bei 37°C in Gegenwart von Sauerstoff

80984470808
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innerhalb 4 Minute zersetzt. Die Bestimmung der Enzym-
aktivitit wird folgendermassen durchgefiihrt:

Glycerin wird unter Riibren mit Glycerinoxidase umgesetzt,
wobei Wasserstoffperoxid gebildet wird. Das erhaltene
Wasserstoffperoxid wird in Gegenwart von Peroxidase

mit 4-Aminoantipyrin und Phenol umgesetzt, wobei ein

Chinoniminpigment entsteht. Die optische Dichte des
erhaltenen Chinoniminpigments bei 500 nm wird zur Be-
stimmung der Menge an gebildetem Wasgerstoffperoxid gemes-
sen. Dadurch wird die Enzymaktivitit bestimmt (dieses
Verfahren wird nachstehend als "4-AA~Verfahren" be-
zeichnet).

Die spezifische Aktivitit ist definiert durch die Anzahl

der Enzymeinhziten pro 1 mg Protein. Die Menge des
irg

Enzymprotairs wird gemiss dem Lowry-Verfahren unter
Verwendunz eiz2s Kupfer-Folin-Reagens bestimmt; vgl.
O.H. Lowry, I.J. Rosebrough, A.L. Farr und R.J. Randall,
J. Biol., Chem., Bd. 193 (1951), S. 265.

Temperaturoptimun der enzymatischen Wirkung

()

Enzyan der Gattung Aspergillus - . - etwa 40°C
Enzym der Gattung Neurospora 40 bis 45°C

Einfluss von Temoeratur_und pH-Wert auf die Enzymin-

aktivierung
(6.1) Temperatur

Das Enzym der Cattung Aspergillus wird durch
30-minilitige Behandlung bei 45°C zu etwa 60 Prozent
und durch 30-miniitige Behandlung bei 60°C im
wesentlichen vollstindig inaktiviert.

Das Enzym der Gattung Neurospora wird durch 30-miniitige
Behandlung bei 25°C zu etwa 50 Prozent und durch 30-
miniitige Behandlung bei 50°C im wesentlichen vollsténdig
inaktiviert. A

80984470808 o .
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Das Puzym der Gattung Aspergillus wird durch
30-miniitige Behandlung bei einem pH-Wert ober—
halb von 10 oder unterhaldb von 4 ipaktiviert.

Das Enzym der Gattung Neurospora wird ebenfalls
bei den vorgenannten pH-Werten inaktiviert.

(7) Bemmung, Aktivierung und Stabilisierung

(7.1) Hempung

Die Eemmung des Fuzyms ohne Zusatz von Inhibitor
wird sls ‘100 ‘gesetzt. In Tabelle I sind die enzy-
"matischen Aktivitdten in Gegenwart von ver-
schiedenen Inhibitoren in einer Konzentration

vor 1 millimolar angegeben. Die Aktivitdten werden
gemiss dem 4-AA-Verfahren gemessen, wobel mit
Hille des entstam}enen H202 ein 4-Aminoantipyrin-—
Pigmentsysten gebildet wird.

Tabelle T
Iixzyzn Enzym der ' Enzym der
* Gattung Gattung
Inhibitor Aspergillus Neurospora

ohne 100 1C0
AgNO; 30 -
HgCl, 20 23
P’b(CH;,’COO)2 15 -
Cusoa 10 20
ZnSO, - 23
I‘eSOq_ - 0

Nal. 20 -
O-Phenanthrolin 90 -

80984470808
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PCMB (p-Chlormercuribenzoat)
N-Etbylmaleimid
NHéOEFHCl
8-Hydroxychinolin
Diethyldithiccarbamat
Neocuproin

Jodacetat

Cystein -
Dithiothreit

EDTA

85
50
100
0]
90

35
100

100
105

2817087

108

20

100
60

80

=

(7.2) Axtivierung

Es ist keine speziell zur Aktivierung geeigunete

Verbindung bekannt.

(7.3) Stazilisierung

Das Enzym der Gattung Aspergillus lisst sich durch
Zusatz vou 0,1 bis 1,0 millimolar einer Sul fhydryl-

verbindung, wie Mercaptoethanol und Dithiothreit,

stabilisieren.

(8) Reinigungsverfahren

Die Reinigung kann gemiss folgenden iiblichen Verfahren

durchgefiihrt werden:

(1) Fraktionierende Fillung mit Ammoniumsulfat;

(2) Sdulenchromatographie an DEAE-Cellulose;

(3) Molekularsiebfraktionierung unter Verwendung von
dreidimensional vernetztem Dextran (Sephadex);

(4) Sdulenchromatographie an Hydroxyapatit;
(5) Gefriertrocknung der aktiven Fraktionen.

Diese Verfahren sind nachstehend niher erliutert.

(9) Molekulargewicht

809844/08089
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" Das Molekulargewicht des erfindungsgemdssen Enzyms wird
durch Gelchromatographie an einer wmit dreidimensional
vernetztem Dextran (Sephadex G-200) gepackten Skule
bestimmt. Es ergibt sich fiir das Enzym der Gattung

Aspergillﬁa ein Holekulargewicht von mindestens 300 000.

(10) Krlstallstruktur und Elementaranalyse
Eine Kristallisation des Enzyms konante bisher nicht
erreicht werden. Eine Flementaranalyse wurde nicht
durchgefiihrt. '

Aus den vorstshenden Eiganschaften ergibt sich, dass es sich
beim erfindungsgemissen Enzym um das neue Enzym Glycerin-
oxidase handelt.

S

Die erfindungsgemZsse Glycerinoxidase ldsst sich durch Zichtung
von Mikroorganismen, die zur Bildung von Glycerinoxidase fihig

8ind und 2zu den Gattungen Aspergillus oder Neurospora ge-
horen, in einem Nahrmedium, das entsprecherde Kohlenstoff-
und Stickstoffquellen, anorganische Bestandteile und andere
Nihrstoffe enthdlt, erhalten. Die Glycerinoxidase wird
sodann aus der entstandenen Kulturbriihe gewonnen.

Es konnen beiiebige Mikroorganismen verwendet werden, die
zu den Gattungen Aspergillus oder Neurospora gehdren und
die die Pihigkeit zur Bildung von Glycerinoxidase aufweisen.
Nachstehend sind. besonders bevorzugte Mikroorganismenstédmme
aufgefiihrt: :

Aspergillus japonicus KY-4#5 (FERM-P Nr. 3959, NRRL 11102),
Aeperéillus oryzae KY-63 (NRRL 11103), '

Aspexgillus parasiticus KY-77 (RRRL 11104),

Aspergillus flavus KY-98 (NRRL 11105),

Neurospora crassa KY-462 (PERM~P KNr. 3960, NREL 11106),
Neurospora sitophila KY-445 (NRRL 11264) und

Neurospora tetrasperma KY-447 (NRRL 11265).

809844/0808'
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Die mikrobiologsichen Eigenschaften dieser Mikroorganismen
sind in den nachstehend aufgefiihrten Literaturstellen
beschrieben:

Aspergillus japonicus: The genus Aspergillus: The Williams
" & Wilkins Co., Baltimore, 1965,
S. 327-328

Aspergillus oryzae: " a.8.0. S. 370-373
Aspergillus parasiticus: a.a.0. S. 369-371

Aspergillus flavus: a.a.0. 5. 361-%65

Neurospora crassa: Comparative Morphology of Fungi,
McGraw-Hill Book Company, Inc.,
New York und London 1928, S. 227;
Jour. Agr. Reés., Bd. 3%+ (1927),
S. 1019-1042

Neurospora sitophila: -a.a.0. S. 226-227

Neurospora tetrasperma: a.a.0. S. 227

Im erfindungsgemissen Verfahren kénnen beliebige synthetische
und natiirliche Medien verwendet werden, die die entsprechen-
den Eohlenstoff~ und Btickstoffquellen und anorganischen
Bestandteile und anderen Nihrstoffe enthalten.

Beispiele fiir Eohlenstoffquellen sind Kohlenhydrate, wie
Glucose und Melassen, und Zuckeralkohole, wie Glycerin,
Sorbit und Mannit.

Beispiele fir Stiékstorfquellen sind Ammoniak, verschiedens
anorganische und organische Ammoniumverbindungen, wie
Ammoniumchlorid, Ammoniumsulfat, Ammoniumcarbonat, Ammonium-
phosphat und Ammoniumacetat, Stickstoffverbindungen, wie
Harnstoff, und stickstoffhaltige organischs Materialien,

809844/0808

~



10

15

25

-1 -
- 2817087

wie Pepton, Hefeextrakt, Caseinhydrolysat, entfettete
Bojabohnen und Hydrolyseprodukte davon.

Als andrganische' Bestandteile konnen Salze von Metallen,
wie Natrium, Ealium, Mangan, Magnesium, Calcium, Kobdalt,
Nickel, Zink und Kupfer, sowie Salze der Chromsiure,
Schwefelsdure, Phosphorséiufe, Salpetersiure und Balzsdure
verwendet werden. ‘

Im errind.ungsgeméi{ssen Verfahren lidsst sich Glycerinoxidase
in besonders hohen Ausbeuten herstellen, wenn ein Glycerin-
oxidase bildender Mikroorganismus in einem Medium mit einem
Gehalt an Glycerin gezilichtet wird. Beispielsweise ist die
Produktivitdt an Glycerinoxidase, ausgedriickt als enzymati-~
sche Aktivitidt, bei Ziichtung in einem Medium mit einem
Cehalt an Glycerir, 10- bis ‘100-fach héher als bei Ziichtung
des Mikroorganisnus in einem Medium mit einem Gehalt an

1 g/d1 Glucose, 1 g/dl Malzextrakt und 0,5 g/dl Hefeextrakt
oder in Czapeck-Medium. Vorzugsweise wird Glycerin in Mengen
von 0,1 bis 5 g/d)l dem Medium zugesetzt.

-‘Die Ziichtung wird im allgemeinen bei Temperaturen von 20 bis

40°C und vorzugsweise bei 25 bis 35°C und bei pH-Werten von
6 bis 8, vorzugswseise bei etwa 7, durchgeflihrt. Eine be-
trdchtliche Menge an Glycerinoxidase blldet sich in der er-
haltenen Kulturbriihe, wenn die Ziichtung unter Schiitteln

oder unter Beliftung und Bevwegung im Submersverfahren 30

bis 72 Stunden unter den angegebenen Bedingungen durchgefiibrt
wird. '

Die in der Kulturbriihe angereicherte Glycerinoxidase ldsst
sich auf folgence Weise gewinnen:

Glycerinoxidase wird im allgemeinen in den Mikroorganismen-
zellen gebildet. Zur Gewinnung des Enzyms aus den Zellen’
werden die durch Filtration oder Zentrifugation der Kultur-

809844/0808
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brithe nach Boendlgung der Zuchtung erhaltenen Milroorganismen-
zellen ausreichend mit Wasser oder Pufferldsung -gewaschen.
Anschllessend werden die Mikroorganismenzellen in einer
entsprechenden Menge an Puffer suspendiert und aufgebrochen.

Das Aufbrechen der Zellem wird durch mechanische Zerkleine-

rung voxgenommen, beispielswelse unter Verwendung folgender
Vorrichtungen:

Mérser, Dyno-Mihle (Produkt der Firma Willy A. Bachofen,
8chweiz), Manton-Goulin, French-Press, Fuse-Press und Ultra-
schall—Zerkleinerungsgerat

Feste Materialien werden aus der erhaltenen Losung der aufge-
brochenen Mikroorganismenzellen durch Filtration oder Zentri-
fugation entferrt. Anschliessend wird die Glycerinoxidase

aus der Lisung gemiss iiblichen Verfahren zur Isolation von
Enzymen gewonaer - Beispielsweise lassen sich Enzympulvexr
durch (1) frakc:.o::;-.erende Pallung mit Ammoniumsulfat,

2) Siulenchromatographie an DEAE-Cellulose, (3) Molekular-
sn,ebfraktn.onz.erung an dreJ.dJ.mensmnal vernetztem Dextran
(Sephadex), (4) Saulenchromatograp}ue an Hydroxyapatit ungd
(5) Gefriertrocknen der aktiven Fraktionen erhalten. Selbst-
verstindlich kénnen die einzelnen Verfahrensstufen wiedsrholt
werden. Gegebenenfalls kdnnen zusiétzlich auch andere iibliche
Reinigungsverfahren angewendet werden.

Pig. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der Sauerstoffaufnahme
in einem Reaktionssystem bei Umsetzung von Glycerinoxidase
mit Glycerin in Gegenwart von Sauerstoff. Die Kurve A zeigt
die Sauerstoffaufnahme in einem Eatalase-freien Reaktions-
system, wihrend die Kuxrve B die Sauerstoffaufnahme in Gegen-
wart von Katalase wiedergibt. :

Fig. 2 zeigt die relativen Aktivititen des Enzyms dex

Gattung Aspergillus nach 10-miniitiger Inkubation bei 37°¢
und verschiedenen pH-Werten.

809844/0808
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' Pig. % zeigt die- Restaktivititen des Enzyms der Gattung

Aspergillus nach 30-miniitiger Behandlung bei 30°C und ver—
schiedenen pH-Werten.

Fig. 4 zeigt die relativen Aktivititen des Enzyms der Gattung
Neurospora nach 10-miniitiger Inkubation bei 37°C und ver-
schiedenen pH-Werten.

Fig. 5 zeigt die Bestaktivitéit;en des Enzyms der Gattung
Neurospora nach 30-miniitigexr-Behandlung bei 30°C und ver-
schiedenen pH-Werten. '

Fig. 6 zeigﬁ die Beziehung zwischen Reaktionszeit und der
optischen Dichte bei 500 nm (Mass fiir die Aktivitdt des
Enzyms). .

vFig. 7 zeigt die Aktivititen des Enzyms der Gattung

Aspergillus pach 10-miniitiger Inkubation bei pH-Wert 8 und _
verschiedenen Temperaturen.

Fig. 8 zeigt die Aktivitdten des Enzyms der Gattung Neuros-
pora nach 10-miniitiger Inkubation bei pH-Wert 8 und ver-
schiedenen Temperaturen. '

Fig. 9 zeigt die Restaktivitdten des Euzyms der Gattung
Aspergillus nach 30-miniitiger Behandlung bei pH-Wert 7 und
verschiedenen Temperaturen in 0,1 m Ammoniumpuffer.

Fig. 10 zeigt die Restaktivitdten des Enzyms der Gattung
Neurospora nach 30-miniitiger Bebandlung bei pH-Wert 7 und

verschiedenen Temperaturen in 0,1 m Ammonjumpuffer.

Big. 11 zeigt die Beziehung zwischen Bubstratkonzentration
(Glycerin) und optischer Dichte der Reaktionslosungen bei
500 nm (vgl. Tabelle IV).

809844/0808
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Die enzymologischen und physiko-chenischen Eigenschaften
der auf diese Weise erhaltenen Glycerinoxidase sind nach-
stehend angegeben. Dabei werden als Glycerinoxidase-Pripa-~
rate die Produkcte der Beispiele 1 und 2 verwendet.

1. VWirkung
Das Enzym oxldiert unter Verbrauch von Sauerstoff und unter
Bildung von Wasserstoffperoxid und Glycerinaldehyd spezifisch

Glycerin.

(a) Bestitigung der Bildung von Waeserétofrperoxi.d
(a)-1. Glycerinoxidase wird in Gegeawart von Bauerstoff

mit Glycerin umgesetzt. Anschliessend wird das
das Fnzymsystem mit Peroxidase, Phemol und 4-Amino-
antipyrin versetzt, wodurch sich Chinoniminpigment
in Reaktionssystem bildet; beziliglich der Unsetzung
von ‘wasserstoffperoxid mit Peroxidase, FPhenol .
und &—ininoantipyrin vgl. Clin. Chem., Bd. 20
(1974), s. 470.

(a)-2. Glycerinoxidase wird in Gegenwart von Sauerstoff
und unter Bildung von Wasserstoffperoxid mit
Glycerin umgesetzt. Zur Zersetzung des Wasserstoff-
peroxids wird Katalase zugesetzt. Anschliessend
wird das Reaktionssystem mit Peroxidase, Phenol
und 4—-Aminoantipyrin versetzt, um die gleiche
Reaktion, wie vorstehend erldutert, durchzufithren.
In Reaktionssystem wird aber nicht das gleiche
Chinoniminpigment gebildet.

(2)-3. Bei Anwesenheit von Katalase im durch Glycerin~
oxidase in Gegenwart von Sauerstoff katalysierten
Glycerin-Oxidationssystem sinkt die Menge des
aufg‘enommenen' Bauerstoffs auf die Hilfte. Diese
Tatsache wird durch folgende experiméntellen
Befunde gestiitzt:

8098B44/0808
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(a)-3-1. Beaktionssystem A (ohne Katalase):

Reagentien
wassrige 0,01 m Glycerinlésung 0,5 ml

0,1 m NH,OH-NH,Cl-Puffer (nachstehend
als "Ammdniumpuffer” bezeichnet)

(pH-Wert 8,0) : 1,0 ml
wassrige Glycerinoxidaselosung 0,2 ml 1
wissrige 2,4-millimolare 4-Amino-

antipyrinldsung : 0,5 ml
wiassrige 42-millimolare Phenollésung 0,5 ml
wiassrige Peroxidaselidsung 0,2 n1"e
Wasser 0,1 ml

*1: 5 Mol Glycerinoxidase mit einer spezifischen
- Axtivitit von 30, erhalten gemiss Beispiel 1;
*2: Produkxt der Sigma Corp., V.St.A., mit einem
Gehal= an 200 Einheiten, spezifische Aktivitat 4000

(a)~%-2. Reaktionssystem B (mit Eatalase):

Réagentien

wissrige 0,01 m Glycerinlésung 0,5 ml
0,1 m Ammoniumpuffer (pH-Wert 8,0) 1,0 md
. wassrige Glycerinoxidaseldsung 0,2 ml 1
wissrige Katalaaelosung 1,0 ml *3
Wesser : 0,5 ml

*1: vgl.-Reaktionssystem A;
*3: Sigma Corp., V.St.A., mit einem Gehalt an 100
Katalaseeinheiten, spezifische Aktivitdt 100.

(a)-3-3. Durchfiihrung der Reaktion

80984470808
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Im Fall des Reaktionssystems ohne Katalase werden die
Bestandteile gemiss Beaktionssystem A vermischt. Die
Umsetzung wird unter Riihven bei 37°C durchgefiihrt.
Die Menge der Suaerstoffaufnahme wird mit einem Warburg—-"
Manometer gemessen. Die Ergebnisse sind in Fig. 1
Zusammengestellt,

In Fall des Systems mit einem Gehalt an Katalase werden
die Bestandteile des Reaktionssystems B vermischt, Die
Unsetzung wird bei 37°¢ durchgefiihrt. In ihnlicher Weise
wird die Sauerstoffaufnahme gemessen. Die Ergebnisse
sind in Fig. 1 Zusanmengestellt. Aus Fig. 1 erglbt sich,
dass der Bawerstoffverbrauch in Abwesenheit von Katalase
4,95 n Mol (Rurve A in Fig. 1) fir 5,5 R Mol Glycerin
als Bubstrat betrigt.

In Anweserzs:it von Katalase (Kurve B in Fig. 1) werden
2,49 u Moi Sauerstoff verbraucht, was etwa der halben
Menge von (A) entspricht.

Aus den vorstehenden Abschnitten: (a)-1, (a)-2 ung (a)-3
ergibt sich, dass das erfindungsgenisse Enzym zur Bildung
von Wasserstoffperoxid in der Lage ist.

Die quantitative Bostimmung des gebildeten Wasserstoff-
peroxids wird durch quantitative Ermittlung des gebildeten
Chinoniminpigments vorgenommen. Dabeil ergibt sich aufgrund
der quantitativen Bestinmung des gebildeten Wasserstoff- '
peroxids im Reaktionssystem A gemdass dem LM-Verrahren,
dass4,92 u Mol Wasserstoffperoxid aus 5 u Mol Glycerin
geblldet worden sind.

Bestdtigung der Bildung von Glycerinaldehyd

(v)-1. Glycerinoxidase wird in Gegenwart von Sauerstoff
mit Glycerin umgesetzt. Als Reaktionsprodukt wird
Glycerinaldehyd identifiziert. ‘

809844/0808 .. .
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(b)-1-1. Nachweisverfahren
(v)-1-1-(1). Reaktionsl5sung

5 Tropfen einer wissrigen Losung mit einsm Gehalt
an 50 mg/ml Glycerin, 5 Tropfen einer LSsung mit
oinem Gehalt an 10 w/ml Glycerinoxidase in 0,02 m
Pris-HC1-Puffer und 1 Tropfen mit 14 000 u/ml

_ Katalase werden vereinigt. Die RBoaktion wird
20 Stunden unter Schiitteln bei 30°C durchgefihrt.

(® )-’1-1—(2”) . Nachweis

Durch Diinnschichtchromatographie ldsst sich als
Produkt in der Reaktionslsung Glycerinaldehyd
nachweisen, der mit einer authentischen Probe ver-
glichen wird.

Als Diinnschichtplatten werden Kieselgelplatten G-60F-254

(E. Merck, Darmstadt), verwendet. Als Laufmittel dient das
Losungemittelsysten 1 (Butanol :Essigsgure:Wasser = 4:1:1
(Volumtamle)) und das Iosungsmittelsystem 2 (Butanol:Pyridin:
Wasser = 3:2:1,5 (Volumtelle))

Nach der Ch.romé.tographie werden drei verschiedene Reaktionen
auf der Platte durchgefiihrt: p—Animdin—-Salzsaure—-Reaktion,
Perjodsaure-Benz:.dm—Reaktion und 2 Q—Dinltrophenylhydrazin—
Reaktion. Die Rf—Werte der Reaktionsprodukte und die Farbungen
der einzelnen Flec.ken erweipen sich mit der authentischen
Probe als identisch. Die Ergebnisse sind in Tabelle II
zusammengestellt.

809844/0808
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Identifizierung der bei der Dﬁnnschichtchromatographie

erhal tenen Reaktionsprodukte

(R,-Verte und Farbreaktionen)

S aufmittel Lisungsmittel- | Losungsmittel-
. 1

Parbreagens Probe system systen 2
p-Anisidin- Glycerinaldehyd Rp~Wert 0,67 0,76
Balzsdure- (authentische (braun} (braun)
Beagens 1) Probe)

Reaktionspro-~ Rf—Wert 0,67 0,77

dukt ' (braun} (braun)
Perjod- Glycerinaldehyd Rr—wert 0,66 0,;6
siure-~ (azt»entische (+)* (+)*
Bonzidi DrcYe)

enzidin~ -

Beagens 2) Reaktionspro~ |R.-Wert 0,67 'o,g?

guict (+) ¢
2,4-Dinitro~ ?lycerinaldehyd Rf—Wert 0,67 0,77
phenyl- authentische -
hydrazin- Probe) (orangefarben) (orangefarben)
Reagens 3) -

Reaktionspro- Rf-Wert 0,68 0,77

dukt (orange- (orangefarben)

farben) '

Die Farbangaben in Klammern beziehen sich auf die Firbung
der Flecken. Unter (+)" beim PerjodsiureBenzidin-Reagens ist
ein welsser Flecken auf blauem Hintergrund zu verstehen.

Anmerkungen:

1) p-Anisidin-Reagens: Reduktive Carbonylverbindungen, wie
Zucker, reagleren mit p-Anisidin-Salzsiure unter Bildung
von fiir die jeweiligen Btrukturen charakteristischen

Farbungen.

80884470
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2) Perjodsaure-Benzidin-Reagens: Polyalkohole und Verbiniungen
ghnlicher Struktur reagieren mit Perjodsiure. Somit lassen
sich diese Verbindungen als weisse Flecken nachweisen.

3) 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagens: Carbonylverbindungen
reagieren mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin unter Bildung
von 2,4~-Dinitrophenylhydrazon und lassen sich als orange-
farbene Flecken nachweisen.

Wie sich aus der vorstehenden Tabelle ergibt, verhalten sich
die authentischen Glycerinaldeh;yd-—Proben in bezug suf die
Re~Werte und bei den Férbungereaktionen vollkommen identisch
mit den eingésetzten Reaktionsprodukten. Dadurch wird bestitigt,
dass bel der Umsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin in
Gegenwart von Saverstoff Glycerinaldehyd entsteht.

(b)-2. Die bei der Umsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin
in Gegerwart von Bauerstoff gebildete Menge an Glycerin-
aldehyd ist fast dquimolar zur verbrauchten Glycerin-
menge. Dies wird durch Zusatz von 2,4~Dinitrophenyl-
hydrazin zum Reaktionssystem unter anschiiessender
quantitativer, colorimetrischer Bestimmung des ge-
bildeten 2,4-Dinitrophenylhydrazons bestatigt.

(c) Bestimniung dexr Bauerstoffaufnakme

Der Sauverstoffverbrauch des Systems bel Umsetzung von
Glycerin irn Gegenvart von Glycerinoxidase wird mit einer
Baverstoffelektrode und einem Warburg-lManometer gemessen.
Es erglbt sich, dass die Sauerstoffaufnahme der Menge des
gebildeten Glycerinaldehyds entspricht. '

(d) Eine quantitative Bestimmung der Menge an Wasserstoff-
peroxid und Glycerinaldehyd sowie der Sauerstoffaufnabme
wird gemiiss den vorstehend unter (a), (b) und (c) ange-
gebenen Verfahren duxchgefiihrt. Die erhaltenen Werte

80984470808
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sind im Hinblick auf ibre Stéchiometrie plausibel.

Die vorstehenden qualitativen und quantitativen Versuchs~
ergebnisse bestidtigen, dass durch das erfindungsgemisse
Enzym Glycerin unter Bildung von Wasserstoffperoxid und
Glycerinaldehyd gemiss nachstehender Reaktionegleichung
oxidiert wird.

-—

CH_OH .
H, o, (i.‘HZOIT |
CHOH —————)° ,CHOH + H, oz'
CH, CH CHO '

JI. Bubetratsoezifitit

Die relative iitivitit wird unter Verwendung von anderen
Bubstraten in dquimolaren Mengen zum Glycerin im Ver-
fahren zur Messung der Aktivitit gemdss dem 4-AA-Ver—
fahren bestimmt.

Die relativen Aktivititen gegeniiber anderen Substraten

sind in Tabelle IXI zusameengestellt, wobei die Aktivitit
gegeniiber Glycerin gleich 100 gesetzt wird.

809844/0808
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Tabelle IIT
Enzym Enzym dexr Enzym derxr
Gattung ) Gattung

Substrat Aspergillus Reurospora

Glycerin ' 100 - 100

1,2-Propandiol 10,5 0

1,3-Propandiol : 3,3 -0

1,3-Butandiol 2,0 0

Glycerin~3-phosphor-

sdure 0,4 21

1,4-Butandiol 0,3 0

2,3-Butandiol 0,3 0

Ethanol 0 o}

n~Propanol 0 0

Isopropanol 0 0

ITI. pH-Optimum und stabiler pH-Bereich

1.

Das pH-Optimwa des Enzyms der Gattung Aspergillus liegt
im Bereich von 7 bis 8.

Die Aktivitdten werden nach 10-miniitiger Inkubation bei
37°C bei verschiedenen pH-Werten gemessen. Die Ergebnisse
sind in Fig. 2 dargestellt.

Der stabile pH-Bereich des Enzyms der Gattung Aspergillus
liegt bei 5,0 bis 8,0. .

Die Rogtaktivitdten werden nach 30-miniitiger Behand.lmxg
bei 30°C und verschiedenen pH-Werten gemessen, vobel die
nachstehend angegebenen Puffer verwendet werdem. Die
Ergebnisse sind in Fig. 3 dargestellt.

809844/0808
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pH~Wert 4 bis S5: Acetatpuffer :
pH-Wert 6 bis 7: Tris-HCl-Puffer
pH-Wert 8 bis 9: Boratpuffer

3. Das pE-Optimum des Enzyms der Gattung Neurospora liegt
bei 8,0 bis 8,5.

Die Alkbivitit wird nach 10-minitiger Inkubation bei 37°C
und bei verschiedenen pH-Werten gemessen. Die Ergebnisse
sind in Fig. 4 dargestellt.

4. Der stabile pH-Bereich des Enzyms der Gattung Neurospora
)_iegt bei 5 bis 8,0. Die Messung wird gemiss Abschnitt III-2
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Fig. 5.dargestellt.

IV. Verfahrer zur Bestimmung der Enzymaktivitit

(a) Prinzip
Die Bestimmung dor Fnzymaktivitét wird durch Umsetzung
des enzymatisch sébildeten Wasserstofiperoxids mit
4-Aminoantipyrin und Phenol in Gegenwart von Per-
oxidase durchgefiihrt. Dabei wird ein Chinoniminpigment
erhalten, das quantitativ bestimmt wird.

Die nachstehenden Reaktionsgleichungen erliutern
dieses Verfahren: ' '

CHZOH ?H2OH
HOII + O S3gsrin-
: 2 oxidase N CHOH + Hzoz ....... (1)
CH OF CHO
8039844/7080C8
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N OH
-0
CI,- + Peroxidase
J2ED,* /] \ | |

CH3 . NH,

4-frminoantipyrin :

_—=C
CHyN r #E,0....(2)

4 )

N
. 3 . \\

Die Reaktionsgleichung (2) ergidbt sich im Prinzip aus
C.C. Allain und Mitarb., Clin. Chem., BEd. 20 (1974), 8.470.

809844/0808
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1 (b) Reagentien
(1) Bubstrat: wissrige 0,1 m Glycerinl&sung . 0,5 ml

(2) Puffer: 0,1 m Ammoniumpuffer vom pH-

5 Wert 8 1,0 ml
(3) 4-Aminoantipyridin: wéssrige 2,4 milli-

molare Ldsung 0,5 ml

10 (4) Phenol: 42 millimolar (wdssrige Losung) 0,5 ml

(5) wissrige Peroxidaseldsung (Protein-
menge 2 mg/ml, spezifische Aktivitit

100 0,1 ml
15 (6) Wasser 0,3 ml
(7) wdssrige Erzymldsung : . 0,1 ml

( ¢) Versuchsdurchfiihrung

Die Reagentien (1) dis (6) werden in einem Reagenzglas
vermischt und 5 Minuten bei 37°C geschiittelt. Anschlies-
‘send wird die EnzymlSsung zugesetzt. Das Gemisch wird
sodann mit Ammoniumpuffer auf 3 ml aufggfillt. Die Um-
setzung wird 10 Minuten unter Schiitteln bei 37°C durchge-
fihrt, Bodann wird das gleiche Verfahren wiederholt,

wobel zum Vergleich anstelle der Versuchsldsung Wasser
verwendet wird. Die optische Dichte der ReaktionslBsung .
bei 500 nm wird gemessen und der Unterschied zur Kontroll-

- 1sung (A OD) bestimmt. )

20

(d) Berechnung der Enzymsktivitit

1 BEinheit Glycerinoxidase ist die Enzymmenge, die 1 1 Mol
Glycerin bei 37°C innerhalb 4 Minute zersetzt.

35
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Der Absorptlonskoeff:.zlent von 0,5 millmola.rezmeclzgog]-
iminpigment wird zu 5,33 angegeben (vgl. Clin. Chen.,
Bd. 20 (1974), S. 470). Bomit l@sst sich die gewiinschte
Enzymaktivitit (A) pro 1 ml Enzymldsung nach folgender
Gleichung berechnen, wenn die optische Dichte (A (D)

bei 500 nm einer 3 ml Reaktionslisung gemdss IV~(c)

“ermittelt ist:

. 7 1
- xX3x —
. 5,33 10

A'=aXx

~=a x 0,56 (Binheiten/ml)

Die Werte fir die optische Dichte der Rea}d::.onsloaungen
bei 500 nm (die ein Mass fiir die Enzymaktivitit dar—
stellen) werden in AbhHngigkeit von der Reaktionszeit
ermittelt. Die FErgebnisse sind in Fig. & dargestellt.

Aus Fig. 6 ergibt sich, dass die optische Dichfe bei 500
mm proportional zur Reaktionszeit ist.

Optimaler Temperaturbereich fiir die enzymatische Aktivitiat

1) Enzym der Gattung Aspergillus

Die enzymatischen Aktivit&ten nach 10-miniitiger In-

kubation bei pH-Wert 8 und verschiedenen Temperaturen
"’ sind in Fig. 7 dargestellt, |Das Temperaturoptimum

liegt bei etwa 40°C. o

2) Enzym der Gattung Neurospora

Die enzymatischen Aktivitdten pach. 10-miniitiger In-
kubation bei pH-Wert 8 und verschiedenen Temperaturen
Bind in Fig. 8 angegeben. Das Temperaturcptimun liegt
bei etwa 35 bis 45°C. '

809844/0808 .
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(a)

Einfluss des pH-Werts

Wie vorstehend unter III. in bezug auf das pH-Optimum
und den stabilen pH-Bereich erliutert, wird das Enzym

der Gattung Aspergillus bel pH-Werten unterhald von &

und oberhald von 10 im wesentlichen zu 100 Prozent in-
aktiviert. In #hnlicher Weise wird das Enzym der Gattung
Neurospora bei pH-Werten unterhalb von 4 und oberhaldb wvon
10 im wesentlichen zu 100 Prozent inaktiviert.

Einfluss der Temveratur
Die restliche Aktivitdt rach 30-miniitiger Wérmebehandlung
in 0,1 m Tris-HCl-Puffer beim pH-Wert 7,0 wird gemessen.

In Fig. 9 sird die Ergebnisse fiir das Enzym der Gattung
Aspergillus und in Fig. 10 fiir das Fnzym der Gattung
Neurospora azgeseben. Das erstgenannte Enzym ist bei
Temperaturen bis zu 40°C zu 100 Prozent stabil, wird aber
bei 45°C zu etwa €0 Prozent inaktiviert. Das letztgenannte
Enzym wird bei 30°C zu etwa 50 Prozent und bei 50°C zu
etwa 100 Prozent inaktiviert. Das Enzym der Gattung
Aspergillus wird durch Zusatz von 0,1 millimolar Dithio-
threit stabilisiert, Die thermische Bestdndigkeit wird
dadurch ebenfalls gesteigert (vgl; Fig. 9, aus der sich
eine Btabilitdt bis etwa 50°C ergibt.

Die erfindungsgemiisse Glycerinoxidase lidsst sich fiir die
quantitative Bestimmung von Glycerin verwenden.

Folgende Verfahren zur quantitativen Glycerinbestimmung
sind erfindurgsgemiss mdglich:

Umsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin in Gegenwart
von Sauerstoff und quantitative Bestimmung des gebildeten
Wasserstoffperoxids.

809844/0908
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' (b) Unsetzung des gemiss (a) gebildeten Glycerinaldehyds

10

15

20

(c)

mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin und quantitative, colori~

_metrische Bestimmung des erhaltenen 2,4-Dinitrophenyl-

hydrazons, was eine quantitative Glycerinbe stimmng
ergibt.

Umsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin in Gegenwart
von Sauerstoff und Ermittlung der Bauerstoffaufnahme des
Bystens.

Die Prinzipien und die Verfahren der Bestimmungsmethoden
(a),- (v) und (c) sind im vorstehenden Abschnitt I er-
liutert. Nachstehend wird ein Beispiel fiir die Bestimmungs-
methode (a) zur quantitativen Bestimmung von Glycerin
unter Messung car Menge des gebildeten Wasaeratoffper—-
oxids nZher exrlButert: .

Die optische Dichte von BeaktionslSsungen bedi 500 nn
wird gemiiss Abschnitt IV-(c) ermittelt, wobel Ldsungen
mit einem Gehalt an 0,1 ng Enzym mit einer spezifischen
Axtivitdit von 3,2 pro ml Lésung verwendet werden., Die
Substratkonzentrationen (Glycerinkonzentrationen) der
L3sungen gem#ss IV-(b) betragen 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 5,0
und 10,0 millimolar. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV
zusanmengestellt.

Tabelle IV

Bubstratkonzentration, millimolar

0,7 |{0,2 {o,5 {1,0 5,0 | 10,0

optische Dicnte ‘ .
bel 500 mm. {0,060 | 0,121 0,304 0,60513,002{ 5,998

80984470808
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Es lidsst sich eine lineare Beziehung zwischen der
Substratkonzentration (Glycerinkonzentration) und der
optischen Dichte der LOsungen bei 500 nm feststellen.
Auf diesexr Basis lésst sich die Glycerinkonzeantxration
einer unbekannten Probe ermitteln.

Somit kann die Glycerinkonzentration von Lésungen unter
Verwendung von Glycemnozadase gemessen werden. Ik:findungs-
gemdss wird also ein neues Verfahren und eine Testkombi-
nation zur quantitativen Bestmmung von Glycemn und
dessen Derivaten zur Verfiigung gestellt.

Fir ein quantitatives Verfahren zur Bestimmung von Gly—
cerin bestand ein Bediirfnis, insbesondsre auf dem Gebiet
der Biochemie, Zur quantitativen Bestimmung von Tri-
glyceriden sicd verschiedene Verfahren bekannt, wobei die
Priglyceride in Serum unter Blldung von Glycerin und
Fettsauren *_W;r::::)']:,'siert werden und das Glycerin bestimmt
wird.

Zur quantitativen chemischen Bestimmung von Glycerin
stehen verschiedene Verfahren zur Verfiigung, beispiels-
welse das Chromotropsaure~Verrahren, das Acetylaceton-
Verfahren, das Triazol-Verfahren, das Randrup-Verfahren
und das Fluoreszenzverfahren gemiss Mendelsobn. Diese
Verfahren haben aber alle den Nachteil, dass sie fiir
Glycerin nicht spezifisch sind.

Ein bekanntes enzymatisches Verfahren zur Glycerinbe-

stimmung verwendet Glycerokinase (E.C. 2,7.1.30). Jedoch

muss die Ursetzung zusammen mit Pyruvatkinase (E.C. 2,7.
1.40) und Lactatdehydrogenase (E.C. 1.1.1.27) durchge-
fiihrt werden. Diese Bestimmung ist somit sehr zeitauf-
wendig und fiir grissere Probenzahlen ungeeignet.

803844/0803 , 4
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Erfindungsgemiss wurde festgestellt, dass die GlygeL?nqs']
oxidase Glycerin direkt unter stbchiometrischer Bildung
von Wasserstoffperoxlid oxidiert. Das erhaltene Wasser-
stoffperoxid lidsst sich leicht in ein gefdrbtes System
iiberfiibren, so dass eine quantitative Bestimmung von
Glycerin und somit eine quantitative Bestimmung von Tri-
glﬁy’ceriden sehr eini’ach und spézifisch aufgrund einer

' colorimetrischen quantitativen Bestimmung durchgefiibrt

werden kann.
Die Belspiele erliutern die Erfindung.

-Beispiel 1
300 ml Anzuchtmedium mit einem Gehalt an 10 g/Liter
Glycerin, 10 g/Liter Malzextrakt und 5 g/Liter Hefeextrakt
(pH-Wert vor der Sterilisation 6,2) werden in einem 2 Liter
fassenden Erlermeyerkolben mit Aspergillus japonicus KY-45
(ATCC 1042, NRHL 11102, FERNM~P Nr. 3959) beimpft und 48
Stunden unter Schiitteln bei 30°C geziichtet. 900 ml (ent-
sprechend 3 Eolben) der erbaltemen Anzuchtkultur werden
auf 15 Liter des gleichen Mediums, das sich in einem 30
Liter fassenden Fermenter befindet, iiberimpft und unter
Belilftung (15 Liter/min) und unter Rihren (250 U/min) 40
Stunden bel 30°C geziichtet. Nach der Ziichtung wird die
erbaltene EKulturbrithe abgenutscht. Der Filterkuchen wird
mit Vasser gewaschen. Man erhilt 150 g (Trockengewicht)
Mikroorganismenzellen, .

Diese Mikroorganismenzellen werden in 5 Liter 10 millimo-
laren Ammoniumpuffer vom pE-Wert 8,0 suspendiert und in
einer Dyno-Mible (Willy A. Bachofen, Schweiz) aufgebrochen.
Nach dem Aufbrechen wird die Suspension unter Verwendung
einer Gefrierzentrifuge 20 Mimuten bei 20 000 g zentri-
fuglert. Man erhdlt 4,7 Liter Uberstand mit einem Protein-
gehalt von 51 g und einer spezifischen Aktivitdt von 0,05
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Einheiten/mg. Dieser Uberstand wird mit Ammoniumsulfat
versetst. Die bei einer Ammomumsulfatsattlgung von 30
bls 70 Prozent ausgefdllten Fraktionen werden gesammelt
und in 50 ml 10 millimolarem Ammoniumpuffer vom pH-Wert
8,0 geldst. Die erhaltene Losung wird gegen 10 Liter 10
millimolarem Ammoniumpuffer dialysiert, wobei ein Dialyse-
schlauch aus regenérierter Cellulose (Cellophan) ver~
wendet. wird.

Die D:.alyse wird 48 Stunden bei einer Gesamtmenge von 40
Liter Dialyselosung fortgesetzt, wobei jeweils nach 12
Stunden die DialyselSsung ausgetauscht wird. Die dialysierte
Enzymlsung wird Giber eine mit DEAE-Cellulose (Serva Co.)
gepackte Siule cer Abmessungen 5,5 x 40 cm gegeben. Diese
Sdule ist vorher mit 10 millimolarem Anmoniumpuffer vom
pH-Wert 8,0 &guilibriert worden. Das dabei adsorbierte
Enzym wird mit 222 genannten Puffer gewaschen, um nicht
adsorbierte >r-rT2inverunreinigungen suszuwaschen. Zur
Elution wird ein linearer 0,1 bis 0,2 m Ammoniumsulfat~
gradient in 2 Liter 10 millimolarem Ammoniumpuffer vom
pH-Wert 8,0 verwendet., Dabei wird die Glycerinoxidase
eluiert. 500 ml aktive Fraktionen mit einem Proteingehalt
von 1,2 g und einer spezifischen Aktivitdt von 1,1, werden
gewonnen, Dieses Produkt wird bis zu einer Sattigung von
70 Prozent mit Ammoniumsulfat versetzt. Bei dem geb:.ldeten
Niederschlag handelt es sich um das gevilnschte Enzym.

Dex Mederscmag wird durch ZO—mnutlge Zentrl.tugatz.on bedl
20 000 g gesammelt und in 50 ml 10 millimolarem Ammonium—
puffer vom pE-Wert 8,0 geldst. Die Lisung wird iber eine
mit dreidimensional vernetztem, zur Gelchromatographie
geelgneten Dextran (Sephadex G—100) gepackte SBdule der
Abmessungen 5>,5 x 80 cm gegeben, Die S3ule ist vorher

mit 10 millimolarem Ammoniumpuffer vom pH-Wert 8,0 dquili-~
briert worden. 1 Liter 10 millimolarer Ammoniumpuffer vom
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pH-Wert 8,0 werden zur Elution iiber die Sdule gegse’gezga']
Man erh#lt eine 300 ml-Fraktion von hoher spezi.fiécher
Aktivitét (Proteingehalt 310 mg, spezifische Aktivitidt
%,2). Diese Fraktion wird bis zu einer Sattigung von 70
Prozent mit Ammoniumsulfat versetzt. Das ausgeﬁi‘lltle‘
Frzym wird durch 20-miniitige Zentrifugation bei 20 000 g
gewonnen und sodann in 20 ml 10 millimolarem: Ammonium-
puffer vom pH-Wert 8,0 geldst. Die erhaltene Lésung winrd
24 Btunden gegen 5 Liter 10 millimolarem Ammoniumpuffer
von pE-Wert 8,0 dialysiert, wobel ein Dialyseschlauch aus
regenerierter Cellulose (Cellophan) verwendet wird und
die Dialyseldsung 2 mal ausgetauscht wird. Die nach der
Dialyse erhaltene Enzymlosung wird iiber eine mit Hydroxyl-
apatit gepackte Sdule der Abmessungen 5,5 x 20 cm gegeben,
die vorher mit 10 millimolarem Ammoniumpuffer vom pH-Wert
8,0 dquilibriert worden ist. Perner werden 250 ml dieser
Pufferldsung fiber die Siule gegsben, Das Eluat wird
fraktioniert. Fraktionen mit einer spezifischen Aktivitdt.
von mehr als 20 werden gesammelt und gefriergetrocknet.
Man erhidlt 10,2 mg gereoinigtes, pulverformiges Enzympr.‘i-'-'
parat. Es handelt sich um Glycerinoxidase mit einer spezifi-
schen Aktivitit von 30,2. Die spezifische Aktivitat des
gereinigten Enzyms ist 610 mal grésser als die des Zell-
extrakts. Die Ausbeute betridgt 19 Prozent, bezogen auf '
die Aktivitit.

Beispiel 2

Anstelle des in Beispiel 1 verwendeten Mikroorganismus
Aspergillus japonicus KY-25 wird Neurospora crassa RY-462
(NREL 11106, FERM-P Er. 3960) auf 2 Liter fassende Erlen-
meyerkolben iiberimpft, die 10 g/Liter Glycerin, 10 g/Liter
Malzextrakt und 5 g/Liter Befeextrakt enthalten.

Die Zichtung wird gemdss Beispiel 1 unter Schiitteln 48
Stunden bei 30°C durchgefiihrt. ' '
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Die erhaltene Kulturbriihe wiri gemdss Beispiel 1 extrahiert

und gereinigt. Man erhilt 1,1 mg gereinigtes Enzympri-
parat. Es handelt sich um Glycerinoxidase mit einer spezi-
fischen Aktivitit von 14,1. Bezogen auf die Altivitit
betréigt die Ausbeute 10,5 Prozent.

Beispiel 3
Die in Tabelle V angegeberen Mikroorganismenstimme werden
im Verfahren von Beispiel 1 anstelle von Aspergillus
Japonicus KY-45 verwendet. Die Aktivitdten der erhaltenen
Uberstinde dexr Zellextrakte sind ebenfalls in Tabelle V
angegeben.

Tabelle V
Stém=e Aktivitdt (u/Liter)
" Aspergillua orrzze KY-63 (NREL 11103) 32,0
Aspergillus verasiticugky-77
(NRRL 11104) . 21,6
Aspergillus flavus KY-98 (NRRL 11105) 10,8

Neurospora sitophila KY-445 (NRRL 11264) 32,5
Neurospora tetrasperma KY-447 (NREL 11265) 10,5

Beispiel 4
(a) Reagentien
(1) Zu untersuchende Iésung: Wdssrige
Glycerinl8sung von unbekannter

Konzentration 0,5 ml
(2) Puffer: 0,1 n Ammoniumpuffer vom '

pH-Wert 8 1,0 ml
(3) 2,4 millimolare wissrige 4-Amino-

antipyrinldsung 0,5 ml
(4) 42 millimolare Phenolldsung 0,5 m

(5) wissrige Peroxideseldsung mit
einem Proteingehalt von 20 mg/ml und
einer spezifischen Aktivitdt von 1000 0,1 ml

809844/0308
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(6) Wasser + 0,5 ml
(7) Glycerinoxidase geméss Beispiel 1
mit einem Proteingehalt von 1,0 mg/ml
und einer spezifischen Aktivitit
von 3,2 - "0, ml

VYerfahren

Die Reagentien (1) bis (6) werden in ein Reagenzglas
gegeben und 5 Minuten bei 37°C ausreichend geschiittelt.
Anschliessend wird die Enzymlosung zugesetzt.

Das erhaltene Resktionsgemisch wird mit Ammonium-
puffer auf 3 ml aufgefillt. Die Reaktion wird 10
Minuten unter Schiitteln bei 37°C durchgefiihrt.

Zum Vergleich wird das gleiche Vexfahren unter Ver—
wendung von Wasser anstelle einer Glycerinldsung durch—~
gefihrt.

Die optische Dichte der zu untersuchenden Lésung bei
500 nm wird gemessen. Die Differenz der optischen
Dichte zur Vergleichsprobe betrigt 0,230. Aus der
Kurve von Fig. 11 l#sst sich ein Glyceringehalt der
zu bestimmenden Lsung von 0,380 millimolar ermitteln.
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